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Os peptídeos intragênicos antimicrobianos (IAPs) têm se apresentado como 
alternativas promissoras no combate a microrganismos patogênicos. Os IAPs são 
obtidos a partir de segmentos internos de proteínas de diversos organismos mediante 
busca utilizando parâmetros físico-químicos de peptídeos antimicrobianos (AMPs) já 
descritos na literatura. Um IAP denominado de Hs02, encontrado em uma proteína de 
Homo sapiens, apresentou atividade antimicrobiana e anti-inflamatória potente, 
inclusive em concentrações nanomolares. Para avaliar melhor sua atividade anti-
inflamatória, no atual trabalho, o Hs02 foi submetido a análises de Dicroísmo Circular 
(CD) e Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS), a fim de verificar alterações estruturais 
provenientes da interação direta com lipopolissacarídeos (LPSs), endotoxinas 
responsáveis por atividade pró-inflamatória. Foi constatado que o Hs02, o qual se 
apresenta desestruturado em tampão, transita de conformação para um padrão 
compatível com -hélice em uma relação dose dependente de LPS. Notou-se também 
uma mudança no estado de agregação dos LPSs proveniente da interação direta entre 
o Hs02 e a endotoxina, também apresentando relação dose-resposta. Tais resultados 
indicam que a atividade anti-inflamatória do IAP Hs02 pode ser devido a uma interação 
direta entre peptídeo e o LPS e abrem porta para novas investigações acerca dos pré-
requisitos estruturais da interação entre peptídeos e lipopolissacarídeos em geral. 
Palavras-chave: Peptídeos Antimicrobianos; Lipopolissacarídeos; AMPs; LPSs; 





The intragenic antimicrobials peptides (IAPs) has been presenting as a promising 
alternative against pathogenic microorganisms. The IAPs are obtain from internal 
protein segments of several organisms through searching utilizing physicochemical 
parameters from antimicrobial peptides (AMPs) that were already published. An IAP 
named Hs02, found in a Homo sapiens protein, presented powerful antimicrobial and 
anti-inflammatory activity, even in nanomolar concentration. In order to evaluate better 
its anti-inflammatory activity, in the actual work, the Hs02 were submit to the analysis 
of Circular Dicroism (CD) and Dynamic Light Scattering (DLS), in order to verify 
structural changes from direct interaction with lipopolysaccharides (LPSs), endotoxins 
responsible for pro-inflammatory activity. It was find that the Hs02, which does not 
presents regular structure in buffer, shows a transition into a structure compatible with 
α-helix in a LPS-dependent dose ratio. There was also a change in the state of 
aggregation of LPSs resulting from the direct interaction between Hs02 and endotoxin, 
also presenting dose-response relationship. These results indicates that the anti-
inflammatory activity of the IAP Hs02 may be due a direct interaction between the 
peptide and the LPS, which open doors about new investigations of structural 
prerequisites of interaction between peptides and LPSs.  
Key-words: Antimicrobial Peptides; Lipopolysaccharides; AMPs; LPSs; Intragenic 
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O surgimento de superbactérias resistentes aos métodos convencionais de 
tratamento, como o uso de antibióticos, já é uma realidade.1 Com isso, está ficando 
cada vez mais difícil tratar infecções bacterianas, que podem acabar levando a sepse. 
No Brasil, a sepse tem uma taxa de mortalidade de cerca de 30% e cerca de 30% dos 
leitos em UTIs são ocupados por pessoas com essa doença.2 
A sepse é a inflamação generalizada em todo o corpo decorrente de um 
processo infeccioso. Essa resposta do sistema imune pode ocasionar o mau 
funcionamento, e até a morte, dos órgãos.3 Assim, torna-se importante tratar a 
infecção e os causadores dos processos pró-inflamatórios. 
Dessa forma, os peptídeos antimicrobianos (sigla em inglês: AMPs) surgem 
como uma boa alternativa para lidar com esses problemas. As características físico-
químicas dessas moléculas permitem que ocorra uma interação direta com a 
membrana celular dos microrganismos patogênicos, desencadeando sua lise e 
consequentemente morte celular. Esse comportamento específico dos AMPs resulta 
em menor frequência do surgimento de microrganismos resistentes a partir de 
mutações genéticas, diferentemente dos métodos convencionais.4  
Além de suas atividades já conhecidas, os AMPs têm se mostrado potenciais 
combatentes de atividades pró-inflamatórias causadas por lipopolissacarídeos 
(LPSs).5 Os LPSs são constituintes da membrana celular externa de bactérias Gram-
negativas e são as endotoxinas responsáveis por causar os sintomas típicos de uma 
infecção bacteriana, como febre, dor e vômitos. São também moléculas capazes de 
ativar vias sinalizadores celulares que liberam citocinas pró-inflamatórias.6  
 A adição de AMPs a células previamente submetidas a LPSs resulta, 
tipicamente, na inibição da capacidade das endotoxinas em ativar as vias 
sinalizadoras, e consequentemente na inibição da liberação de citocinas pró-
inflamatórias. Esse comportamento tem se mostrado decorrente da interação direta 
entre os peptídeos e os LPSs, podendo ser evidenciado a partir de mudanças 
estruturais nessas moléculas. Os efeitos dessas interações nos AMPs têm sido 
analisados por alterações na estrutura secundária dos peptídeos. Já nos LPSs é 
evidenciado por uma mudança no estado de agregação da endotoxina. 
Sendo assim, duas técnicas biofísicas de interação molecular têm sido 
amplamente utilizadas. A Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) é empregada 
para investigar a estrutura secundária de proteínas e o Espalhamento Dinâmico de 
Luz (DLS) é comumente aplicado para designar o estado de agregação de LPSs. 
Segmentos proteicos obtidos a partir de proteínas de seres humanos, 
conhecidos como Peptídeos Intragênicos Antimicrobianos (IAPs), mostraram-se 
eficientes em executar as mesmas tarefas que os AMPs, inclusive a de agir como 
moléculas anti-inflamatórias. O peptídeo Hs02 teve um grande destaque nesse grupo, 
apresentando características que viabilizam a sua utilização. Contudo, ainda é 
necessário avaliar se a sua atividade anti-inflamatória é proveniente da interação com 







 Avaliar se ocorre interação entre o peptídeo intragênico antimicrobiano Hs02 
com LPS proveniente da parede celular de E. colli utilizando técnicas biofísicas de 
interação molecular. 
2.2 Específicos 
 Caracterizar por Espectroscopia de Dicroísmo Circular a estrutura do peptídeo 
Hs02 na presença de concentrações crescentes de LPS. 
Avaliar por Espalhamento Dinâmico de Luz possíveis efeitos do peptídeo Hs02 




3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
3.1 Peptídeos Antimicrobianos 
 Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) compõe um grupo de moléculas com 
significativa diversidade estrutural e têm se mostrado promissores no combate a 
microrganismos patogênicos como vírus, fungos e bactérias. O primeiro relato de 
moléculas desse grupo foi no ano de 19398,9 e desde então mais de 5.000 diferentes 
tipos de AMPs foram publicados na literatura.10 
 Esses peptídeos podem ser encontrados em todos os reinos de seres vivos, 
desde bactérias e fungos, passando por plantas até chegar em animais.11,12 Dessa 
forma apresentam uma variedade de mecanismos de ação e estruturas. Sendo assim, 
uma das maneiras encontradas de categorizar essas moléculas foi a partir de sua 
estrutura secundária.13 As quais são: α-hélice, folha β, estrutura estendida e estrutura 
em loop14. Representações dessas estruturas estão presentes na Figura 1. 
 
FIGURA 1 – Exemplos de estrutura secundária de peptídeos, sendo  (a) uma estrutura 
em α-hélice, (b) estrutura em folha-β, (c) estrutura em loop e (d) estrutura estendida.4  
 A maioria dos AMPs pertencem à categoria das estruturas em α-hélice e folha 
β,17 onde os AMPs estruturados em α-hélice são os mais estudados. Porém, ainda 
existem AMPs que não se encaixam em nenhuma dessas categorias18 e AMPs que 
possuem em sua cadeia polipeptídica duas dessas estruturas.19 Ademais, encontram-
se moléculas que somente apresentam estrutura a partir da interação com 
membranas celulares. 
 Apesar de toda essa diversidade, existem algumas características em comum 
entre os AMPs. Tais características estão relacionadas com a estrutura primária e 
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secundária do peptídeo e se configuram como fatores importantes para definir qual o 
mecanismo de ação, seus alvos moleculares e nível de atividade do AMP. Porém 
pouco se sabe sobre a relação estrutura-função, tornando-se complicado prever o 
comportamento dessas moléculas. Todavia existem alguns pontos imprescindíveis 
que devem ser analisados quando se estuda um AMP, como por exemplo o tamanho 
da cadeia polipeptídica, a carga elétrica da estrutura, a anfifilicidade e a porcentagem 
de hélice.14 
 Com relação a esses atributos, a maioria dos AMPs apresenta uma carga 
elétrica positiva, sendo também chamados de peptídeos catiônicos, e são anfifílicos 
(contendo uma parte hidrofóbica e uma hidrofílica), assim possibilitando uma interação 
tanto com moléculas polares quanto com apolares. A anfifilicidade está relacionada a 
outra característica dos AMPs: hidrofobicidade. Acredita-se ser necessário que um 
AMP tenha pelo menos 50% dos resíduos de aminoácidos hidrofóbicos (como 
Alanina, Valina e Leucina), garantindo assim uma boa interação com membranas 
celulares.20,21  
Todas essas características conferem aos AMPs diferentes mecanismos de 
ação contra microrganismos patogênicos, os quais estão mais relacionados a uma 
interação direta com as membranas celulares. Assim, eles diferem dos antibióticos 
convencionais, os quais alteram atividades celulares (respiração celular, síntese 
proteica, entre outros). Com isso fica mais difícil das bactérias adquirirem mutações 
genéticas capazes de anular o efeito dos AMPs, como acontece com os antibióticos 
convencionais. 
Para que a interação entre os AMPs e as membranas de procariotos leve à lise 
celular é necessário, primeiramente, que a hidrofobicidade do AMP esteja próxima a 
um limiar, como já citado em parágrafos anteriores. Pois é essa característica que vai 
determinar o grau de interação com a bicamada lipídica da membrana celular. Um 
AMP com uma hidrofobicidade muito elevada pode se tornar tóxico, visto que a cadeia 
polipeptídica pode acabar interagindo também com membranas de células 
eucarióticas e acabar causando morte celular.22 
Outro fator de grande importância é a carga do AMP. O primeiro contato com a 
membrana celular de bactérias é estabelecido por uma interação eletrostática entre 
íons de carga oposta. Uma vez que as membranas celulares possuem uma carga 
geral negativa (bactérias gram-negativas, por exemplo), é necessário que os AMPs 
possuam uma carga elétrica positiva. Pesquisadores, ainda, já conseguiram associar 
um aumento da carga elétrica do AMP com um aumento de sua capacidade 
antimicrobiana, podendo ser essa relação, entretanto, linear, não linear, direta ou 
inversamente proporcional.23 
Dessa forma, os AMPs se mostram muito promissores, pois essas 
características determinantes em sua atividade antimicrobiana podem ser modificadas 
a partir de sínteses laboratoriais, aumentando a potencialidade de suas ações, 
diminuindo sua toxicidade ou formar híbridos mais resistentes ou que tenham algum 
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alvo específico. Tudo isso graças ao fato deles serem compostos por resíduos de 
aminoácidos que podem ser substituídos por outros de acordo com o objetivo.24 
3.2 Estrutura da Membrana Externa de Bactérias Gram-Negativas: os 
lipopolissacarídeos 
 As bactérias podem ser divididas basicamente em dois grandes grupos: 
bactérias gram-negativas e bactérias gram-positivas. A principal diferença entre elas 
reside na estrutura de sua membrana externa (ou parede celular, como chamam 
alguns autores). De forma simplificada, a parede celular de bactérias gram-positivas 
é basicamente composta por ácido teicóico e uma camada bem espessa de 
peptideoglicano, enquanto que a parede celular de bactérias gram-negativas é 
composta por lipopolissacarídeos (LPSs) e uma camada mais fina de peptideoglicano, 
como mostra a Figura 2 abaixo. 
 
FIGURA 2 – Estrutura da parede celular de uma bactéria gram-negativa.25 
Os LPSs, presentes na membrana externa de bactérias gram-negativas (Figura 
2), são endotoxinas que ao serem liberadas na corrente sanguínea causam os 
sintomas característicos de uma infecção bacteriana, como febre, vômitos, dores, 
entre outros. A liberação dessa molécula ocorre quando há morte ou multiplicação 
celular da bactéria.26 
 A estrutura de um LPS é composta por um lipídeo A, um polissacarídeo cerne 
e um polissacarídeo O, como pode-se observar na Figura 3. Em um LPS, o lipídeo A 
é a endotoxina responsável pelos sintomas. O polissacarídeo O é a parte mais externa 





FIGURA 3 – Esquema adaptado de representação da estrutura de um LPS.27 
 O lipídeo A é a parte hidrofóbica do LPS e que fica ancorada na 
membrana externa. É composta geralmente por glicosamina e cadeias de ácidos 
graxos. A porção hidrofílica do LPS é composta pela parte sacarídica, sendo o 
polissacarídeo-O composto por até 40 unidades de até 7 açúcares diferentes. Já o 
polissacarídeo cerne é a conexão das duas partes, composto por açúcares peculiares 
e varia de bactéria para bactéria.28 
 
3.3 Atividade anti-inflamatória de AMPs: a conexão com LPSs 
 Além de ser responsável pelos sintomas de uma infecção bacteriana, os LPSs 
são moléculas sinalizadores, ou seja, a sua presença ativa uma série de mecanismos 
das células que acabam por produzir uma resposta imune.29 Uma das respostas (das 
várias vias de sinalização existentes) do sistema imune é a liberação de citocinas pró-
inflamatórias, como por exemplo o Fator de Necrose Tumoral α (sigla em inglês: TNF-
α).30 
 Sendo assim, investigar maneiras de inibir o mecanismo de ação de LPSs, ou 
seja, desativá-los de alguma forma, se tornou uma importante área de estudo com o 
fim de prover potenciais fármacos capazes de inibir processos pró-inflamatórios. 
Estudos revelam7,31 que os AMPs possuem capacidade de exercer tal função, abrindo 
ainda mais o leque de funcionalidades desses peptídeos. 
 Nan et al. (2012) fizeram uma série de análises em diversos AMPs derivados 
da catelidicina humana LL-37. Em uma delas, avaliou a concentração de TNF-α em 
macrófagos de camundongos estimuladas por LPS e posteriormente tratadas com os 
peptídeos. Foi constatado que todos os derivados, na concentração de 5 µmol.L-1, 




FIGURA 4 – Esquema simplificado do mecanismo de ação de AMPs na inibição da 
atividade celular pró-inflamatória decorrente da presença de LPS.32 
 O principal acontecimento responsável por dar início à atividade pró-
inflamatória dos LPSs é a ligação da endotoxina à proteína de ligação ao 
lipopolissacarídeo (LBP). Como pode-se observar pelo esquema da Figura 4, a morte 
celular de bactérias gram-negativas libera os LPSs e, hipoteticamente, na presença 
de AMPs, a formação do complexo LPS-LBP é prejudicada. Podendo acontecer por 
uma ligação entre LPS e AMP, impedindo a ligação entre LPS e LBP ou o AMP 
competindo pela LBP junto ao LPS.4 
 Para responder essas perguntas, é necessário analisar o comportamento dos 
AMPs na presença de LPSs pela avaliação de mudanças estruturais do peptídeo ou 
a diminuição do tamanho dos agregados do LPS, por exemplo. Com esse objetivo, Li 
et al. (2004) revelou em um estudo a ligação do AMP Sushi3 (S3) ao LPS,33 resultado 
promissor e condizente, já que a carga e hidrofibicidade dos AMPs permitem que essa 
interação ocorra.4 
 Seguindo a mesma linha de estudo, Ryder et al. (2014) analisaram a 
estruturação de um AMP na presença de LPS, a partir da Espectroscopia de 
Dicroísmo Circular. Em solução aquosa o peptídeo WLBU2 não apresentava estrutura 
definida, entretanto, na presença de LPS chegou a alcançar 78% de α-hélice. Ainda 
nesse estudo, o AMP se mostrou capaz de aumentar o tamanho dos agregados de 
LPS, avaliação realizada por meio da análise de Espalhamento Dinâmico de Luz.34 
 Como mostram esses estudos, a hipótese de que a atividade anti-inflamatória 
dos AMPs é proveniente de sua interação direta com as endotoxinas de bactérias 
gram-negativas se torna muito consistente. Dessa forma, as técnicas biofísicas de 
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interação molecular, como dicroísmo circular e espalhamento dinâmico de luz, 
assumem um papel crucial na busca por evidências de interação. 
3.4 Peptídeos Antimicrobianos Intragênicos e o Peptídeo Hs02 
A diversidade de AMPs já encontrados e estudados é enorme, porém, como já 
relatado, eles possuem algumas características físico-químicas em comum que 
auxiliam na descoberta de mais moléculas desse tipo. Graças a isso foi possível 
encontrar segmentos proteicos com parâmetros físico-químicos similares ao de AMPs 
dentro de proteínas humanas. Tais sequências receberam o nome de peptídeos 
antimicrobianos intragênicos (IAPs).  
 As proteínas são biomoléculas compostas por várias cadeias polipeptídicas, se 
tornando então uma fonte de moléculas biologicamente ativas. Com o 
desenvolvimento de uma ferramenta bioinformática chamada Kamal, foi possível 
realizar uma espécie de pesquisa de cadeias polipeptídicas com determinadas 
características físico-químicas a partir de diversas proteínas.7 
 Brand et al. (2019) utilizaram esse software para encontrar possíveis 
candidatos a AMPs a partir de proteínas de Homo sapiens. Para tal usaram as 
características já descritas que configuram cadeias polipeptídicas como potenciais 
AMPs. Com as sequências de resíduos de aminoácidos encontradas, as mesmas 
foram sintetizadas quimicamente e submetidas a uma série de análises com o objetivo 
de constatar suas atividades biológicas. 
Um dos destaques do trabalho foi o peptídeo nomeado Hs02, apresentando 
atividade antimicrobiana significativa nas análises realizadas. Em outra análise, agora 
de toxicidade a células humanas, o Hs02 também teve bons resultados se mostrando 
não tóxico. O Hs02 é originário da proteína não convencional miosina 1h e possui uma 
massa molar de 1961,23 g.mol-1 e 16 resíduos de aminoácidos, sendo a sua estrutura 
primária dada por KWAVRIIRKFIKGFIS-NH2. A sua estrutura secundária se mostrou 
indefinida em tampão PBS de pH 7,4 e concentração 20 µM.  
Um dos resultados mais promissores deste trabalho foi o de inibição da 
liberação da citocina pró-inflamatória TNF-α em macrófagos murinos pré-estimulados 
com LPS, a qual ocorreu mesmo utilizando o peptídeo em concentrações 
nanomolares. Contudo, resta saber se o Hs02 apresenta algum mecanismo de ação 
anti-inflamatório intracelular ou se existem evidências de interação direta deste 
peptídeo com LPSs. 
3.5 Técnicas Biofísicas para Análise de Interação Molecular 
3.5.1 Espectroscopia de Dicroísmo Circular 
A primeira técnica biofísica utilizada no trabalho atual foi a Espectroscopia de 
Dicroísmo Circular (CD). Esta técnica consiste em medir a diferença de absorção da 
luz polarizada no sentido horário e da luz polarizada no sentido anti-horário pelas 
moléculas. Para que uma molécula absorva diferentemente a luz nessas condições é 




 O CD é muito utilizado para determinar a estrutura secundária de proteínas, já 
que os resíduos de aminoácidos que compõe uma cadeia peptídica possuem 
carbonos quirais. É sabido que essas cadeias podem adotar conformações distintas, 
como a α-hélice e a folha β, as quais vão acabar absorvendo a luz circularmente 
polarizada de forma diferencial. Sendo assim é possível determinar, por exemplo, qual 
é a porcentagem de hélice de um peptídeo a partir do espectro de CD na região do 
UV distante.36  
 Tais características conferem a essa técnica várias aplicações que estão 
relacionadas a estrutura de proteínas. Uma aplicação de extrema importância para o 
atual trabalho é a interação de peptídeos com outras moléculas e uma comparação 
da estrutura antes e depois da interação pode evidenciar isso. 
 Em um espectro de CD é gerada uma curva que relaciona a diferença de 
absorção para cada comprimento de onda em função do comprimento de onda na 
região de absorção da ligação peptídica, sendo o gráfico expresso em elipticidade por 
comprimento de onda. Quando a cadeia peptídica assume a estrutura de α-hélice ou 
de folha β uma curva bem característica é gerada, conforme ilustração da Figura 5.37 
 
FIGURA 5 – Espectro CD para diferentes estruturas secundária de proteínas.38 
Pode-se observar que para a α-hélice são obtidos dois valores negativos de 
elipticidade nos comprimentos de 208 e 222 nm e um valor positivo no comprimento 
de onda de aproximadamente 190 nm. Já para a folha β tem-se um valor negativo 
entre os valores de 200 e 210 nm e um valor positivo entre 195 e 200 nm.35 
Para obter um resultado global e comparável na literatura, independente das 
condições e do equipamento utilizado, a elipticidade é transformada em elipticidade 
molar residual, principalmente quando trabalha-se com proteínas. A transformação é 




𝜃 × 100 × 𝑀
𝐶 × 𝑙 × 𝑛
 (Equação 1)35 
Onde [θ] é a elipticidade molar residual em deg.cm².dmol-1, θ é a elipticidade 
em deg, l é o caminho óptico em cm, C é a concentração em mg.mL-1, n é o número 
de resíduos e M a massa molar do peptídeo. A partir dos resultados também é possível 
calcular a porcentagem de hélice da cadeia polipeptídica em relação a uma hélice 
perfeita, utilizando a equação abaixo: 
𝑓𝐻 = ([𝜃]222 − 3,000)/(−36,000 − 3,000) (Equação 2)
35 
Onde [θ]222 é elipticidade molar residual no comprimento de onda de 222 nm e 
fH é porcentagem de hélice. 
3.5.2 Espalhamento Dinâmico de Luz 
Para dar continuidade ao trabalho, utilizou-se o Espalhamento Dinâmico de Luz 
(do inglês, Dynamic Light Scattering – DLS). A técnica consiste em incidência de 
radiação eletromagnética, a qual será espalhada por macromoléculas contidas na 
amostra, sendo o raio espalhado identificado por um detector posicionado a um ângulo 
pré-determinado do raio incidente. A partir da diferença de intensidade de luz do raio 
incidente e do raio espalhado é possível determinar algumas características cruciais 
das moléculas responsáveis pelo espalhamento, como raio hidrodinâmico e peso 
molecular.40 
 
FIGURA 6 – Representação esquemática da instrumentação de um DLS. L é radiação 
incidida, S é a amostra, PD é o detector e COR é o sinal.39  
Como em solução as moléculas estão em constante movimento, as leituras são 
obtidas em relação ao tempo. Sendo necessárias várias corridas em uma leitura, que 
são determinadas pelo próprio equipamento baseado nas características da amostra. 
Além de serem feitas também mais de uma leitura, buscando sempre obter um 
resultado com a menor flutuação possível.39 
As vantagens de usar a técnica de espalhamento de luz estão relacionadas a 
facilidade em se alterar importantes variáveis, como temperatura, concentrações e 
tampões. Além disso, trata-se de uma técnica que requer amostras em baixas 
concentrações, além de ser não invasiva, apresentando resultados instantâneos. Tais 
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características conferem ao DLS uma série de aplicações, como por exemplo a 
investigação da interação entre proteínas e outras moléculas e a determinação do 
tamanho de agregados de LPSs.39 
Bergstrand et al. (2006) submeteram LPS de E. coli a várias análises a fim de 
determinar o tamanho dos agregados de LPS. Uma dessas análises foi feita por meio 
da técnica de DLS, onde os pesquisadores foram capazes de constatar dois 





4.1 O Peptídeo Hs02 e os Lipopolissacarídeos 
O peptídeo Hs02 (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH2) foi obtido por síntese química em 
fase sólida e purificado por cromatografia líquida de alta eficiência utilizando coluna 
preparativa de fase reversa no Laboratório de Síntese e Análise de Biomoléculas 
(LSAB) do Instituto de Química da Universidade de Brasília (UnB) em trabalhos 
anteriores. O LPS é proveniente de fontes comercial, particularmente da bactéria 
Escherichia coli O55:B5, sendo comprado da empresa Sigma-Aldrich. A concentração 
do LPS é de difícil estimativa, já que se trata de molécula com tamanho variável da 
porção sacarídica. Para o atual trabalho, a concentração do LPS de E. coli O55:B5 foi 
estimada de acordo com cálculos prévios presentes na literatura.41 
4.2 Quantificação do Hs02 
A quantificação do peptídeo foi feita por meio da Espectroscopia de Absorção 
Molecular UV-VIS, utilizando o equipamento UV-1280 da SHIMADZU. Foi realizada a 
leitura de uma solução de peptídeo em uma cubeta com caminho óptico de 1 cm e em 
um comprimento de onda de 280 nm. O primeiro passo então foi preparar a solução 
estoque do peptídeo Hs02, onde foram dissolvidos 4,93 mg do peptídeo liofilizado em 
500 µL de água deionizada. Posteriormente diluiu-se 20 µL da solução estoque em 
980 µL de água deionizada e realizou-se a leitura. Para determinar a concentração 
utilizou-se a Lei de Lambert-Beer expressa abaixo. 
𝐴 =  𝜀 ∙ 𝑏 ∙ 𝑐  (Equação 3) 
Onde ε é a absortividade molar, b é o caminho óptico e c a concentração em 
mol·L-1. O W tem melhor absorção no comprimento de onda de 280 nm42 e sua 
absortividade molar é de 5500 L·mol-1·cm-1.43 
4.3 Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) 
O experimento de dicroísmo circular foi feito no equipamento Jasco J-815 
(Jasco International CO., Japão) no Laboratório de Espectrometria de Massa da 
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde as leituras foram realizadas na 
faixa de comprimento de onda de 200 a 260 nm, com um intervalo de 0,1 nm. Utilizou-
se uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 0,1 cm e tempo de resposta de 0,5s. 
Cada leitura da amostra consistia em 4 varreduras para obtenção do espectro final. 
Para o peptídeo foi utilizada uma concentração de 20 µM e para o LPS empregou-se 
cinco concentrações diferentes, de acordo com a Tabela abaixo. Todas as soluções 
foram preparadas utilizando o tampão PBS em pH 7,4, concentração 20 mM de fosfato 
e 150 mM do sal NaCl. Foram obtidas leituras para o Hs02 puro, para o LPS puro em 
suas diferentes concentrações e para o Hs02 acrescido de LPS nas diferentes 
proporções. Os espectros obtidos para Hs02 acrescidos de LPS foram corrigidos 
pelos respectivos espectros de LPS puro. O cálculo da molaridade do LPS foi feito 
utilizando dados publicados na literatura.  




Amostra Concentração de Hs02 
(µmol/L) 





1 20 1,78 0,089 
2 20 3,56 0,178 
3  20  5,34 0,267 
4 20 7,12 0,356 
5 20 8,90 0,445 
 
4.4 Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 
 Para o experimento de DLS, utilizou-se o equipamento Zetasizer Nano ZS do 
Laboratório de Biofísica Molecular do Instituto de Biologia da Universidade de Brasília, 
onde as leituras foram realizadas em uma cubeta de 1 cm e temperatura de 25 ºC. As 
soluções foram todas preparadas em tampão PBS de pH 7,4, concentração de 20 mM 
de fosfato e 150 mM do sal NaCl. Primeiramente realizou-se a leitura apenas do LPS 
na concentração de 0,90 µmol/mL e posteriormente foi-se adicionando o peptídeo 
Hs02 nas razões molares da tabela abaixo, mantendo a concentração de LPS 
constante. Todas as amostras foram submetidas a 5 leituras. 
Tabela 2 – Concentração de Hs02 e LPS em cada amostra e sua respectiva razão 
molar. 
Amostra Concentração de Hs02 
(µmol/L) 





1 0,05 0,90 18 
2 0,10 0,90 9 
3 0,20 0,90 4,5 
4 1,01 0,90 0,89 
5 2,02 0,90 0,45 
6 5,05 0,90 0,18 
7 10,10 0,90 0,09 
8 20,19 0,90 0,04 
 
Antes de realizar a leitura, todas as amostras passaram por uma centrifugação 
durante 5 minutos a 130 RPM, a fim de decantar qualquer partícula sólida em solução. 
Depois foram retiradas do eppendorf e colocadas na cubeta, onde passaram por uma 
degaseificação com o auxílio de uma bomba de vácuo também por 5 minutos. Após 
um tempo de espera de 15 minutos, as amostras foram então colocadas no 





5. RESULTADOS & DISCUSSÃO 
5.1 Quantificação do peptídeo 
Sabe-se que o peptídeo Hs02 possui apenas um triptofano (W) em toda sua 
cadeia polipeptídica. Desta forma, quantificando-se este resíduo de aminoácido é 
possível quantificar o peptídeo.  
O valor de absorbância obtido foi de A = 0,329; utilizando a Equação 3 e depois 
multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluição, achou-se a concentração 
do peptídeo. Sendo assim encontrou-se a concentração de peptídeo (já multiplicada 
pelo fator de diluição) de 2,991 mmol·L-1. 
5.2 Hs02 estrutura em α-hélice a partir de interação com o LPS 
 Como já relatado, o tratamento de macrófagos murinos com Hs02 inibe a ação 
pró-inflamatória do LPS.7 Para entender o mecanismo dessa inibição é necessário 
avaliar se ocorre interação entre o LPS e o Hs02. A partir do CD é possível determinar 
então se houve uma mudança na estrutura do peptídeo na presença da endotoxina. 
Para avaliação dos dados de CD, foi necessário primeiro realizar uma 
transformação. Como os dados são exportados em elipticidade, o primeiro passo foi 
fazer a transformação para elipticidade molar residual a partir da Equação 1. 
Posteriormente, com os dados transformados, os valores obtidos para as amostras de 
Hs02 acrescidos de LPS foram subtraídos dos valores obtidos para o LPS puro para 
cada comprimento de onda e os gráficos plotados. 
FIGURA 7 - Espectro da região de UV distante (260 a 200nm) para o peptídeo Hs02 









































 Como é possível observar na Figura 7, o espectro obtido para o Hs02 puro 
demonstra um peptídeo sem estrutura definida na presença de tampão fosfato, 
conforme esperado. A medida em que foi se aumentando a concentração de LPS, nas 
razões de 0,089 e 0,178 mol/mol de LPS/Hs02, respectivamente, o peptídeo 
apresentou ligeira alteração em sua estrutura, como pode-se observar no gráfico 
exibido na Figura 8. Dando a entender que o peptídeo necessita de concentrações 










   
 
  
FIGURA 8 – Espectro da região UV distante (200 a 260 nm) para o peptídeo Hs02 
puro (em verde) e amostras de Hs02 acrescidos de LPS nas razões de 0,089 e 0,178 
mol/mol de LPS/Hs02. 
Para as razões molares de 0,267; 0,356 e 0,445 mol/mol de LPS/Hs02, o Hs02 
passou a exibir um comportamento similar com um peptídeo estruturado em α-hélice, 
demonstrando que o Hs02 apresenta estruturação decorrente da interação a partir da 





































Comprimento de Onda (nm)
















FIGURA 9 – Espectro da região UV distante (200 a 260 nm) para o peptídeo Hs02 
puro (em verde) e amostras de Hs02 acrescidos de LPS nas razões de 0,267; 0,356 
e 0,445 mol/mol de LPS/Hs02. 
Para quantificar o que foi observado nos Figuras 7, 8 e 9 utilizou-se a Equação 
2 para calcular a porcentagem de hélice relativa pelos valores de elipticidade molar 
residual no comprimento de onda de 222 nm, onde os dados estão apresentados na 
Tabela 3 abaixo. 





0 0,089  0,178 0,267 0,356 0,445 
Porcentagem 
de Hélice 
13,12% 17,27% 18,61% 29,33% 38,79% 53,48% 
 
 Plotando-se a Porcentagem de Hélice versus a Relação Molar LPS/Hs02 é 
possível notar uma tendência do comportamento do peptídeo. Conforme a Figura 10, 
nas razões molares mais baixas ele altera muito pouco sua estrutura e de um ponto 
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FIGURA 10 – Porcentagem de Hélice do Hs02 em função das diferentes razões 
mol/mol de LPS/Hs02. 
A estruturação do peptídeo na presença do LPS ocorreu conforme o esperado, 
visto que existem estudos demonstrando o mesmo comportamento para outros 
AMPs.5,34,36 Assim, temos evidências de que a inibição da ação pró-inflamatória 
causada pelo LPS se dá mediante interação direta entre o Hs02 e a endotoxina. 
 Nenhum dos estudos acima citados foram muito precisos quanto aos resultados 
em função das razões mol/mol de LPS/Hs02 utilizados. Em Nan et al. (2012), por 
exemplo, a estruturação foi avaliada em amostras com concentração do peptídeo de 
100 µg.mL-1 em 0,1% de LPS, o que configura uma quantidade bem pequena de 
endotoxina. Porém, dos doze peptídeos analisados, mais de 90% apresentaram 
porcentagem de hélice maior que 50% mesmo nessa proporção muito baixa. 
5.3 Hs02 diminui o tamanho dos agregados de LPS em altas relações molares 
de LPS/Hs02 
A análise feita por DLS tem como objetivo verificar o comportamento do LPS 
decorrente da interação com o peptídeo. Sabendo que os LPSs formam agregados 
supramoleculares de tamanho variável, foi avaliado se a presença do Hs02 influencia 
nesse comportamento da endotoxina, aumentando, diminuindo ou não alterando o 
tamanho dos seus agregados. 
Começando então pela leitura do LPS de E. coli puro, foi revelada a presença 
de duas populações de agregados de LPS com diferentes raios hidrodinâmicos em 
tampão PBS. O agregado de menor tamanho apresentou um raio hidrodinâmico de 
35,6 ± 7,9 nm e o de maior tamanho 181,5 ± 15,0 nm. A adição de Hs02 na menor 





















Razões Molares de LPS/Hs02
Porcentagem de Hélice do Hs02 em função das diferentes 
razões mol/mol de LPS/Hs02.
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diminuição do raio hidrodinâmico do agregado de maior tamanho para 123,3 ± 18,1 
nm, enquanto que o agregado de menor raio hidrodinâmico se manteve inalterado. 
Para afirmar estatisticamente se os valores encontrados são diferentes, foi 
utilizado o teste estatístico de análise variância (ANOVA). O teste leva em 
consideração os valores utilizados para determinar o valor médio e a variância. Foi 
utilizado o próprio Excel para a realização do teste e o valor de F encontrado (18,45) 
foi maior do que o valor de F crítico (7,71). Sendo assim a hipótese nula é rejeitada, a 
qual dizia que as médias são iguais. Então é possível afirmar estatisticamente que 
houve uma diminuição do raio hidrodinâmico. 
O aumento da concentração de Hs02 nas razões molares de 9 de LPS pra 1 
de peptídeo e 4,5:1 também provocaram uma diminuição do agregado de maior 
tamanho, entretanto tiveram um aumento em relação à primeira adição de peptídeo. 
Sendo possível afirmar, inclusive, que, estatisticamente, na proporção de 4,5:1 o 
agregado manteve o mesmo tamanho de raio hidrodinâmico do LPS puro. 
Na adição de peptídeo na proporção de 1:0,89 obteve-se um pequeno aumento 
do valor médio do raio hidrodinâmico com relação ao LPS puro, embora este não 
tenha sido estatisticamente significativo. Nas razões molares superiores, os valores 
se mantiveram praticamente os mesmos, com pequenas variações, sem significado 
estatístico. Porém, observando o comportamento do gráfico na Figura 11, é possível 
notar uma relação dose-resposta. 
 
FIGURA 11 – Raio Hidrodinâmico do agregado de maior tamanho para cada razão 
mol/mol de LPS/Hs02. 
Por meio do gráfico pode-se supor que a adição de Hs02 diminui o tamanho 
dos agregados de LPS mesmo em concentrações muito baixas de peptídeo. Além 
disso, podemos afirmar também que após determinada concentração o peptídeo não 
diminui mais o tamanho do agregado. Estatisticamente o raio hidrodinâmico do 
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O efeito do AMP nos agregados de LPS é bem variável. Por exemplo, 
Heinbockel et al. (2015) avaliou o comportamento dos agregados de LPS decorrente 
da interação de dois AMPs com a endotoxina. Os resultados obtidos foram bem 
distintos, onde um dos AMPs provocava a desagregação e consequente diminuição 
do raio hidrodinâmico e outro causava um aumento do tamanho dos agregados.44 
Em outro estudo, a análise do efeito da Polimixina B nos agregados de LPS 
mostrou uma dependência da concentração de LPS. Quando a endotoxina estava a 
0,3 mg.mL-1, a adição do AMP não provocou nenhuma alteração significante no 
tamanho dos agregados. Já na concentração de 3 mg.mL-1 do LPS, entretanto, houve 
uma alteração no tamanho dos agregados decorrente da interação com a Polimixina 
B. Em altas concentrações do AMP foi constatado um aumento do raio hidrodinâmico 
dos agregados.45  
O Hs02 parece apresentar uma combinação dos resultados exibidos pelos 
estudos anteriormente citados. No atual trabalho utilizou-se uma concentração de 19,8 
µg.mL-1 do LPS, uma concentração baixa, o que pode justificar o fato do raio 
hidrodinâmico dos agregados não ter alterado estatisticamente em concentrações 
elevadas do peptídeo, de acordo com o que foi visto em Domingues et al. (2012). 
Entretanto, não elimina o fato de que houve efeito proveniente da interação, uma vez 
que na menor proporção ocorreu mudança no tamanho do agregado. Ainda é possível 
dizer que em maiores concentrações do peptídeo ocorre uma adsorção dos AMPs nos 
agregados de LPS, formando um agregado misto, já que se constata um pequeno 




6. CONCLUSÕES & PERSPECTIVAS 
Conforme esperado, os resultados mostram que ocorre interação entre LPS e 
Hs02 e os efeitos decorrentes dessa interação são os prováveis responsáveis pela 
inibição do processo inflamatório causado pela endotoxina. A estruturação do Hs02 
na presença de LPSs e a alteração na agregação de moléculas de LPS na presença 
de Hs02 são fortes evidências disso. 
Apesar da porcentagem de hélice apenas ter sofrido alteração significativa a 
partir da razão 0,267 mol/mol de LPS/Hs02, é evidente que há interação, pois, o valor 
de porcentagem de hélice vai de 13% para mais de 50% a medida que se adiciona 
LPS. Contudo, torna-se necessária a realização de experimentos em razões molares 
de LPS/Hs02 superiores as aqui apresentadas a fim de obter a máxima estruturação 
do IAP. Tais medidas tornam-se experimentalmente difíceis já que o LPS absorve na 
faixa do UV distante, o que pode dificultar a análise da estruturação no peptídeo Hs02. 
Como já relatado anteriormente, é bastante complicado prever o 
comportamento dos AMPs e na sua interação com os LPSs não poderia ser diferente. 
É necessário aprofundar mais o estudo e submetê-lo a diferentes condições, porém 
nas condições aqui utilizadas o Hs02 se mostra como um caso particular comparado 
a outros estudos quando o assunto é alteração dos agregados de LPS. O peptídeo foi 
capaz de diminuir, aumentar e manter o tamanho dos agregados apenas alterando as 
razões entre LPS e peptídeo. 
Visto que os dados da Espectroscopia de Dicroísmo Circular acusam interação 
entre as moléculas e os dados do Espalhamento Dinâmico de Luz acusam um 
aumento no tamanho dos agregados, pode-se inferir que a atividade anti-inflamatória 
do peptídeo Hs02 se dá por meio de uma interação com o LPS, que acaba por impedir 
a formação do complexo LPS-LBP, o iniciador dos processos pró-inflamatórios.  
Esse resultado abre portas para, além de buscar entender melhor a interação 
LPS-Hs02, avaliar mais a fundo os mecanismos de inibição da atividade anti-
inflamatória do Hs02. Verificando se ocorre interação entre Hs02 e LBP, por exemplo, 
ou buscando se ocorre a ativação de alguma via sinalizadora celular pela presença 
do peptídeo. 
O caminho para a utilização dessas moléculas na prevenção de sepse ainda é 
longo, sendo necessário subordinar o peptídeo a mais variadas condições. Os 
primeiros passos, entretanto, estão sendo dados e é mais do que razoável afirmar que 
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